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Riassunto
In questo progetto di tesi sono state affrontate alcune delle problematiche esistenti nella veico-
lazione di farmaci ai segmenti anteriore e posteriore dell’occhio, nel tentativo di migliorare la bio-
disponibilità oculare dei farmaci e prolungare il loro tempo di residenza nelle strutture oculari. Un
approccio all’aumento del tempo di residenza del farmaco nel segmento anteriore dell’occhio ha pre-
visto la formulazione di un collirio a base di lomefloxacina contenente un derivato della vitamina E
(D-α-tocoferil polietilene glicole succinato, TPGS). Per quanto concerne la veicolazione di farmaci
al segmento posteriore dell’occhio, sono state prese in considerazione matrici polimeriche a base di
idrossipropilcellulosa preparate con tecniche di estrusione e destinate all’impianto intravitreale per il
rilascio programmato di principi attivi in termini di quantità e velocità. Per ottenere questo risultato
è stato necessario, in una prima fase, determinare il tempo di dissoluzione delle matrici in un sistema
tamponato. Inoltre, per valutare il tempo di dissoluzione delle matrici in un ambiente analogo alle
condizioni biologiche (corpo vitreo), tenuto conto della difficoltà di reperire campioni biologici di
umore vitreo da animali da esperimento (conigli), sono stati effettuati studi preliminari per la pre-
parazione di un phantom di umor vitreo a base di alcol polivinilico (PVA) reticolato in miscela con
arabinogalattano o acido ialuronico.
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Parte I
Parte introduttiva
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Capitolo 1
L’occhio
1.1 Anatomia dell’apparato visivo
L’apparato della vista è formato da organi pari e simmetrici, posti nella regione anteriore della
testa, protetti dalle cavità orbitarie ed in rapporto con esse. L’organo principale è l’occhio (Figu-
ra 1.1), corredato di organi accessori con funzione di protezione e di muscoli striati che permettono i
movimenti oculari.
Figura 1.1: Anatomia dell’occhio.
L’occhio, o bulbo oculare, è costituito da due segmenti di sfera giustapposti, aventi diverso raggio
di curvatura. Il segmento anteriore, dato dalla cornea, costituisce circa un sesto dell’intero bulbo, il
segmento posteriore formato dalla sclera, ha un raggio di curvatura maggiore. Quest’ultimo presenta
posteriormente un foro attraverso il quale fuoriesce il nervo ottico, che connette il bulbo oculare
all’encefalo.
Posteriormente alla cornea è presente il cristallino, una lente sospesa tramite un apparato legamen-
toso (zonula ciliare) localizzato lungo la sua circonferenza, al corpo ciliare, una formazione derivante
dalla tonaca media del bulbo.
Il corpo ciliare si prolunga anteriormente al cristallino formando una lamina pigmentata circolare,
forata al centro, l’iride. All’interno del bulbo oculare si distinguono tre spazi, denominati camera
anteriore, camera posteriore e camera vitrea.
La camera anteriore è lo spazio delimitato anteriormente dalla faccia posteriore della cornea e
posteriormente dalla superficie anteriore dell’iride e da quella porzione del cristallino che appare
attraverso il forame pupillare. La camera posteriore è delimitata anteriormente dalla faccia posteriore
3
dell’iride, posteriormente dal dispositivo sospensore del cristallino e perifericamente dai processi
ciliari. La camera vitrea si trova tra il cristallino e la retina.
Nella camera anteriore e nella camera posteriore circola l’umore acqueo mentre nella camera
vitrea è contenuto l’umore vitreo. Entrambi questi materiali, insieme a cristallino e cornea, costi-
tuiscono il sistema diottrico dell’occhio ovvero l’insieme di mezzi rifrangenti che i raggi luminosi
attraversano per raggiungere la retina.
Le pareti del bulbo oculare sono formate da tre membrane sovrapposte e concentriche:
• membrana esterna (tonaca fibrosa) che comprende cornea e sclera;
• membrana intermedia (tonaca vascolare o uvea) che comprende coroide, corpo ciliare e iride, è
una membrana connettivale ricca di vasi;
• membrana interna (tonaca nervosa o retina) che comprende una parte ottica, provvista di foto-
recettori, e una parte cieca, priva di cellule nervose. Deriva da un’estroflessione della parete del
diencefalo, al quale rimane connessa per mezzo del nervo ottico [Artico et al., 2005; Azzolini
et al., 2010].
1.1.1 Tonaca fibrosa
La tonaca fibrosa è l’involucro più esterno del bulbo oculare e si differenzia in sclera posterior-
mente e cornea anteriormente. La sclera costituisce i cinque sesti della tonaca fibrosa ed è una robusta
membrana di colore bianco negli adulti, formata da connettivo denso. Essa mantiene la forma del bul-
bo, permette l’attacco ai tendini dei muscoli estrinseci dell’occhio ed è attraversata posteriormente
dalle fibre del nervo ottico, da arterie e da nervi ciliari. Anteriormente la sclera è rivestita dalla
congiuntiva, una sottile membrana mucosa che inizia a livello del limbus sclero-corneale, limite di
transizione tra sclera e cornea, e si riflette nei fornici congiuntivali per rivestire la faccia posteriore
delle palpebre [Azzolini et al., 2010].
La cornea costituisce un sesto della tonaca fibrosa. La sua superficie, convessa, è direttamente a
contatto con l’ambiente esterno. E’ una lamina trasparente, priva di vasi sanguigni e con una ricca
innervazione sensitiva. Il suo nutrimento dipende dalla diffusione di liquido interstiziale dai vasi
sanguigni alla sua periferia e dall’umor acqueo. Lo spessore della cornea è maggiore alla periferia
che al centro ed in senso anteroposteriore vi si distinguono cinque strati
Epitelio: pavimentoso e pluristratificato, poggia su una tipica membrana basale. Vi si distinguono
cellule superficiali, piatte e dotate di microvilli, cellule intermedie, disposte in 3-5 strati, e
cellule basali. Può essere visto come continuo della congiuntiva sopra la cornea ed è l’unico
strato della cornea con capacità rigenerative [Tandon, 2011].
Membrana di Bowmann: rete di fibrille di collagene che costituiscono lo strato più superficiale
dello stroma.
Stroma: forma circa il 90% dello spessore corneale, è costituito principalmente da fibrille collagene
disposte in lamelle parallele alla superficie corneale, con una matrice glicoproteica che le unisce
e le rende trasparenti [Artico et al., 2005]. La trasparenza della cornea è legata alla disposizione
regolare dei componenti dello stroma: le fibrille di collagene hanno la sezione trasversa circo-
lare e sono equidistanti tra loro a formare un reticolo esagonale in cui la distanza tra le fibrille
è minore della lunghezza d’onda della luce, così che file tangenziali di fibre agiscono come
reticolo di diffrazione [Tandon, 2011].
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Membrana di Descemet: sottile membrana elastica costituita da fibrille collagene.
Endotelio: riveste la faccia posteriore della cornea, ha funzione di controllare l’idratazione dello
stroma in quanto gli elettroliti vengono eliminati e l’acqua lo attraversa passivamente. Le sue
cellule possono diminuire con l’aumentare dell’età, e le cellule rimanenti tendono ad allargarsi
per colmare lo spazio [Tandon, 2011].
1.1.2 Tonaca vascolare o uvea
L’uvea è una membrana connettivale ricca di vasi sanguigni, che si compone di tre parti, iride,
corpo ciliare e coroide, di cui le ultime due sono aderenti alla sclera.
La coroide si estende nei due terzi posteriori del bulbo oculare, ha colorito brunastro per la pre-
senza di cellule pigmentate ed è particolarmente ricca di vasi sanguigni. È separata dalla sclera da
una membrana di tessuto connettivo, la lamina sopracoroidea, e internamente è a contatto con la parte
ottica della retina.
Il corpo ciliare è la continuazione anteriore della coroide e si estende fino al margine periferico
dell’iride. Dagli interstizi tra i processi ciliari originano sottili filamenti che vanno a inserirsi sulla
circonferenza del cristallino e compongono l’apparato sospensore della lente. La superficie interna
del corpo ciliare è rivestita dalla parte ciliare della retina, costituita da uno strato esterno di cellule
pigmentate e uno più interno di cellule cilindriche, produttrici dell’umore acqueo. La sezione antero-
posteriore del corpo ciliare ha grossolanamente la forma di un triangolo isoscele, con la base in avanti
e l’iride è attaccata al centro della base [Artico et al., 2005; Azzolini et al., 2010; Tandon, 2011].
L’iride è la porzione anteriore della tonaca vascolare e si presenta come un diaframma tra la
camera anteriore e la camera posteriore, con un foro al centro, la pupilla, il cui diametro può essere
modificato da muscoli lisci. Nell’iride si distinguono una faccia anteriore e una posteriore, un margine
ciliare e uno pupillare [Azzolini et al., 2010].
1.1.3 Tonaca nervosa o retina
La tonaca nervosa è la membrana più interna del bulbo oculare, applicata su tutta la superficie
interna dell’uvea sino al margine pupillare dell’iride. L’ora serrata divide la retina in due parti, quella
posteriore detta parte ottica, contenente i fotorecettori, e quella anteriore detta parte cieca, priva di
fotorecettori.
In entrambe le parti la retina è costituita da due foglietti sovrapposti: un epitelio pigmentato
esterno, costituito da cellule prismatiche ricche di granuli di melanina, e un foglietto interno che nella
parte ottica è un sistema di neuroni con organizzazione laminare in tre strati, mentre nella parte cieca
è costituito da uno strato di cellule epiteliali.
In corrispondenza del fondo, medialmente e in basso rispetto al polo posteriore, si trova la papilla
del nervo ottico, la regione da cui si irradiano i vasi retinici arteriosi e venosi e dove convergono tutte
le fibre nervose retiniche per dare origine al nervo ottico. Lateralmente al polo posteriore invece, si
trova una piccola area ellittica detta macula lutea, che presenta al centro una depressione detta fovea
centralis. Mentre l’area papillare rappresenta un punto cieco essendo priva di fotorecettori, l’area
della fovea è la zona della visione diurna e dei colori, grazie alla massima densità di fotorecettori e
all’organizzazione delle connessioni nervose [Artico et al., 2005].
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1.2 Sistema diottrico dell’occhio
L’insieme dei mezzi di rifrazione che vengono attraversati dalla luce e permettono all’occhio di
far convergere i raggi luminosi sulla retina è costituito da cornea, umore acqueo, cristallino e corpo
vitreo.
Il cristallino è una struttura trasparente a forma di lente biconvessa, posta subito dietro l’iride. Ha
un diametro di circa 10 mm, la faccia posteriore ha un raggio di curvatura maggiore di quello della
faccia anteriore, cosicchè la prima appare più convessa della seconda. È costituito da una membrana
esterna, capsula o cristalloide, dall’epitelio, localizzato al di sotto della faccia anteriore della capsula,
e dalla sostanza, composta da fibre in gran parte anucleate.
L’umore acqueo è un liquido trasparente incolore, contenuto nella camera anteriore e posteriore.
Ha pH 7.3 e una pressione osmotica maggiore di quella del sangue. In esso si trovano alcuni anioni
in concentrazione superiore a quella del plasma, mentre glucosio e proteine sono in concentrazioni
minori. Sono presenti anche scarsi linfociti, il cui numero aumenta notevolmente in seguito a processi
infiammatori. La produzione dell’umore acqueo è dovuta in gran parte alla secrezione delle cellule
epiteliali dei processi ciliari, mentre una parte minore è prodotta da fenomeni di diffusione e osmotici
attraverso i vasi del corpo ciliare. Ha la funzione di apportare nutrienti alla cornea e al cristallino, che
sono entrambi privi di vascolarizzazione [Azzolini et al., 2010].
Il corpo vitreo è localizzato tra il cristallino e il suo apparato sospensore anteriormente e la retina
posteriormente. È una sostanza gelatinosa chiara e trasparente, ad alto grado di idratazione (>99%),
che occupa più di due terzi del volume oculare. Contiene anche fibre di collagene, glucosamminogli-
cani (principalmente acido ialuronico) e altre proteine strutturali quali opticina e fibrillina, insieme a
ialociti e fibroblasti. Le molecole di acido ialuronico non sono distribuite uniformemente nel vitreo,
ma si concentrano nella porzione posteriore [Baino, 2010] (Figura 1.2):
Figura 1.2: Struttura dell’umore vitreo che mostra l’aumento di concentrazione dell’acido ialuronico
dalla porzione anteriore a quella posteriore dell’occhio [Swindle and Ravi, 2007].
Le fibre di collagene creano uno scheletro rigido mentre le macromolecole di acido ialuronico ga-
rantiscono proprietà elastiche e assorbono gli urti del sistema. Dal punto di vista funzionale il vitreo
protegge le strutture e i tessuti circostanti dai traumi meccanici, permette la circolazione di soluti e
nutrienti attraverso l’occhio e regola la pressione dell’ossigeno, contribuisce a mantenere la forma del
globo oculare e trattenere il cristallino e la retina nella giusta posizione [Baino, 2010].
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1.3 Apparato di protezione dell’occhio
L’apparato di protezione dell’occhio comprende le sopracciglia, le palpebre, la congiuntiva e
l’apparato lacrimale [Artico et al., 2005; Pasqualino and Panattoni, 2007].
Sopracciglia: sono due rilievi cutanei forniti di peli situati in corrispondenza della regione sopraor-
bitale. La loro funzione, molto limitata, consiste soprattutto nell’impedire che il sudore della
fronte raggiunga gli occhi.
Palpebre: sono due pieghe cutanee provviste di scheletro fibromuscolare poste al davanti dell’oc-
chio. Presso l’angolo mediale del margine libero le palpebre presentano un rilievo, la papilla
lacrimale, dove è presente l’imbocco del condotto lacrimale. Sul margine palpebrale sono
presenti le ciglia, peli rigidi e ricurvi provviste alla base di ghiandole sudoripare modificate.
Congiuntiva: membrana mucosa che riveste la faccia anteriore del bulbo oculare e la faccia pro-
fonda delle palpebre costituendo il cosiddetto sacco congiuntivale. La congiuntiva che riveste
la palpebra è detta congiuntiva palpebrale, quella che riveste il bulbo congiuntiva bulbare. La
congiuntiva palpebrale si continua, riflettendosi, nella congiuntiva bulbare; il fondo della zona
di riflessione è detto fornice congiuntivale e si distinguono pertanto un fornice congiuntivale
superiore e uno inferiore. Nel sacco congiuntivale sboccano i condotti escretori della ghiandola
lacrimale.
Apparato lacrimale: comprende le ghiandole lacrimali e le vie lacrimali. La ghiandola lacrimale,
situata nella parte superiore e laterale della cavità orbitaria, ha il compito di secernere il liquido
lacrimale, che si riversa nel sacco congiuntivale. Il liquido lacrimale ha funzione lubrificante e
antibatterica, grazie al lisozima in esso contenuto.
Le vie lacrimali sono costituite da un sistema di canalicoli che drenano dal sacco lacrimale il
secreto delle ghiandole, convogliandolo nelle cavità nasali.
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Capitolo 2
Infezioni oculari e terapie
2.1 Infezioni oculari
L’occhio, come tutte le superfici corporee a contatto con l’ambiente esterno, è colonizzato da spe-
cie batteriche, principalmente costituite da stafilococchi, emofili, corinebatteri. Tuttavia appare ben
protetto dai movimenti palpebrali, dalla presenza di enzimi, di immunoglobuline di tipo secretorio, di
membrane mucose e dall’azione lavante delle lacrime. Quando però tali meccanismi di difesa ven-
gono alterati, o l’occhio entra a contatto con altri microrganismi provenienti dall’ambiente esterno o
attraverso la via ematica, i batteri possono causare infezioni.
2.2 Terapie: i derivati chinolonici
Gli antimicrobici chinolonici sono un gruppo di composti di sintesi che hanno in comune un anello
3-carbossipiridin-4-onico N-1-alchilato fuso con un secondo anello aromatico. Il primo chinolone ad
essere messo in commercio nel 1965 fu l’acido nalidissico che, come altri di prima generazione, non
raggiunge concentrazioni antibatteriche sistemiche ed è utilizzato solo nel trattamento delle infezioni
delle basse vie urinarie.
Un notevole aumento dell’attività biologica si ebbe con l’introduzione di un atomo di fluoro in
posizione 6 del nucleo chinolonico, che portò alla sintesi dei cosiddetti fluorochinoloni. L’azione
battericida si traduce nell’inibizione della DNA girasi (topoisomerasi II) e della topoisomerasi IV,
che provoca il blocco della replicazione dell’acido nucleico e quindi la morte della cellula batterica.
Sembra che la topoisomerasi IV sia più importante per alcuni Gram-positivi, mentre la DNA girasi
interessa piú i batteri Gram-negativi. Il farmacoforo essenziale per l’attività è il nucleo 3-carbossi-
4-piridone: apparentemente l’acido carbossilico e il chetone sono coinvolti nel legame al complesso
DNA-girasi [Lemke et al., 2010].
Dal punto di vista terapeutico i chinoloni possono essere classificati in quattro generazioni:
1. farmaci come acido nalidissico e cinoxacina vengono inclusi nella prima generazione, che
aveva indicazioni limitate a infezioni non complicate del tratto urinario;
2. la seconda generazione comprende norfloxacina, lomefloxacina, ofloxacina e ciprofloxacina.
Questi farmaci sono caratterizzati da eccellente attività contro Gram-negativi incluso P. Aeru-
ginosa e moderata-buona attività contro Gram-positivi, mentre sono poco attivi contro batteri
anaerobi;
8
3. levofloxacina, gatifloxacina, gemifloxacina fanno parte della terza generazione e sono piú attivi
contro Gram-positivi come lo S. Pneumoniae;
4. la quarta generazione di chinoloni include la trovafloxacina, attiva contro microrganismi aerobi
e anaerobi Gram-positivi e Gram-negativi.
Il loro impiego clinico riguarda prevalentemente infezioni delle vie urinarie, patologie diarroiche bat-
teriche, infezioni di pelle, tessuti molli, ossa, articolazioni e infezioni delle vie respiratorie superiori
e inferiori.
Gli effetti collaterali variano a seconda della via di somministrazione. In seguito a somministra-
zione generale (orale e parenterale) possono manifestarsi azioni indesiderate a carico del SNC quali
allucinazioni, insonnia, disturbi visivi. Alcuni pazienti presentano vomito, diarrea, dolori addominali,
eruzioni cutanee. Alcuni fluorochinoloni (in particolare ciprofloxacina) possono alterare il metabo-
lismo di farmaci e aumentano le concentrazioni ematiche di teofillina [Sandson et al., 2007]. Sono
sconsigliati nei ragazzi al di sotto dei 18 anni, in gravidanza e in allattamento, a causa di casi riportati
di erosione delle cartilagini e delle giunture [Lemke et al., 2010].
Se somministrati per via oculare, gli effetti più comunemente riportati sono fotosensibilità e alte-
razioni corneali. In seguito all’uso di alcuni fluorochinoloni sono stati riscontrati inoltre casi di chera-
tite e flogosi dell’epitelio corneale con formazione di infiltrati e precipitati e ritardo nella guarigione
e nella normale riepitelizzazione corneale dopo lesioni da terapie laser.
2.3 La terapia oftalmica
La terapia oftalmica richiede che a livello oculare vengano raggiunte e mantenute nel tempo le
concentrazioni efficaci dei farmaci, sia quando la cura è destinata al segmento anteriore dell’occhio
che al segmento posteriore. La somministrazione di farmaci per via sistemica non consente di rag-
giungere a livello oculare concentrazioni terapeutiche, a causa della presenza di barriere quali la
emato-acquosa e la emato-retinica. La barriera emato-acquosa è composta dalle cellule endoteliali
dell’uvea, mentre la barriera emato-retinica è costituita dall’epitelio pigmentato della retina e dalle
pareti dei capillari retinici. Entrambe limitano l’accesso, principalmente dei farmaci idrofili, rispetti-
vamente nell’umor acqueo e nel vitreo, mentre la permeabilità dei farmaci lipofili dipende dalle loro
dimensioni. La biodisponibilità dei farmaci a livello oculare dipende ovviamente anche dal loro lega-
me alle proteine plasmatiche. La somministrazione di farmaci per via topica rimane pertanto la scelta
principale per trattare il segmento anteriore dell’occhio (congiuntiva, cornea, sclera e uvea), men-
tre patologie che colpiscono il segmento posteriore vengono trattate frequentemente con iniezioni o
impianti intravitreali.
2.3.1 Cinetica dei farmaci nell’area precorneale
I farmaci oftalmici agiscono generalmente su siti d’azione posti all’interno dell’occhio, e la loro
attività è determinata dall’efficacia dell’assorbimento transcorneale e dalla quantità di principio attivo
che raggiunge la camera anteriore. Esistono tuttavia dei fenomeni che riducono la quantità di farmaco
instillato nell’area precorneale ancor prima che il farmaco si trovi a dover superare le barriere di
cornea e congiuntiva:
• eliminazione per drenaggio
• eliminazione per ammiccamento
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• turnover lacrimale
• diluizione da lacrimazione indotta
• binding con le proteine lacrimali
• assorbimento congiuntivale e sclerale
• metabolismo.
Già il volume del fornice congiuntivale (30μl, contro i 50μl della goccia instillata) fa si che al mo-
mento dell’applicazione parte del principio attivo venga persa. Contemporaneamente una parte di
principio attivo viene drenata attraverso il dotto naso-lacrimale e/o assorbita nella circolazione siste-
mica. Un altro fattore che contribuisce ad allontanare il farmaco dall’area precorneale è il turnover
lacrimale: la velocità di ricambio del fluido lacrimale è 1 μl/min in condizioni normali, ma può variare
a causa dell’età del paziente o di stimoli irritativi. Nonostante rimanga la principale via d’ingresso
dei farmaci nell’umor acqueo, l’epitelio corneale costituisce una barriera estremamente limitante del-
la velocità del processo di assorbimento, sia per quanto riguarda l’assorbimento transcellulare che
per l’assorbimento paracellulare, a causa delle tight-junctions. D’altra parte i farmaci possono es-
sere assorbiti da parte della congiuntiva sclerale e palpebrale, che oltre a un’area superficiale molto
maggiore rispetto alla cornea, ha un epitelio più permeabile in grado di permettere il passaggio di
molecole idrofile e di grandi dimensioni.
La formulazione di farmaci ad uso topico deve quindi tenere conto di queste problematiche e cer-
care di ovviarle. Devono essere mantenuti entro certi limiti i valori di pH e osmolarità della soluzione,
per ridurre la lacrimazione indotta e il riflesso di ammiccamento; può essere aumentata la viscosità del
veicolo per aumentare il tempo di permanenza nel fornice congiuntivale; si possono utilizzare soluzio-
ni o geli che contengano polimeri bioadesivi che aderiscono allo strato precorneale/congiuntivale di
mucina grazie all’interazione dei gruppi chimici del polimero con lo strato mucoso del tessuto [Urtti,
2006].
Le numerose problematiche legate alla terapia topica oftalmica hanno portato a sviluppare meto-
diche per aumentare la biodisponibilità dei farmaci:
• uso di veicoli viscosi o matrici solide per aumentare il tempo di permanenza nel sacco congiun-
tivale e di conseguenza il contatto del principio attivo con la cornea;
• modificazione della lipofilia del farmaco mediante la formazione di una coppia ionica o la
trasformazione in un profarmaco;
• aggiunta di promotori di permeazione in grado di alterare transitoriamente la struttura dell’epi-
telio corneale;
• applicazione di un campo elettrico per favorire la permeazione dei farmaci ionizzabili attraverso
la cornea (ionoforesi);
• veicolazione dei farmaci in sistemi particellari (ad esempio i liposomi).
2.3.2 Metodi alternativi di somministrazione
Per superare le barriere dell’occhio e permettere ai farmaci di raggiungere i siti intraoculari,
possono essere utilizzati metodi di somministrazione alternativi alla via topica. Tali metodiche sono:
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• iniezioni sottocongiuntivali: tradizionalmente utilizzate per somministrare farmaci direttamente
nell’uvea, vengono praticate sotto la congiuntiva. In questo modo il farmaco deve poi essere in
grado di permeare attraverso la sclera [Urtti, 2006];
• iniezioni sub-tenoniane: l’iniezione viene praticata sotto la capsula di Tenone, in modo che la
sostanza inoculata penetri all’interno dell’occhio per diffusione tramite il limbus o la sclera;
• iniezioni retrobulbari: vengono solitamente utilizzate in caso di affezioni infiammatorie del
segmento posteriore dell’occhio (coroiditi, neuriti ottiche);
• iniezioni intravitreali: garantiscono un accesso diretto alla retina e all’umor vitreo. Vengono
utilizzate per iniettare antibiotici, corticosteroidi, fibrinolitici, anticorpi monoclonali. Si som-
ministrano piccole quantità di farmaco a basse concentrazioni (da 0.1 a 0.2 ml), poichè volumi
maggiori possono determinare aumento della pressione endoculare e concentrazioni elevate
possono essere tossiche per cristallino e retina. Nel vitreo le piccole molecole riescono a dif-
fondere rapidamente, mentre la mobilità delle grandi molecole è molto limitata, soprattutto se
cariche positivamente;
• impianto intravitreale: possono essere biodegradabili o non biodegradabili, vengono impiantati
chirurgicamente all’interno del globo oculare e lì rilasciano il principio attivo in modo con-
trollato. Frequente è l’uso di matrici contenenti corticosteroidi quali fluocinolone acetonide o
desametasone, destinate a trattare uveiti, occlusione venosa retinica, edema maculare diabetico.
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Parte II
Parte sperimentale
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Capitolo 3
Scopo della tesi
Lo scopo della presente tesi è stato lo studio di preparati farmaceutici destinati alla somministra-
zione di farmaci alle sezioni anteriore e posteriore dell’occhio, vincendo i numerosi ostacoli presenti,
per ottenere il risultato terapeutico. Il veicolo più utilizzato per somministrare farmaci alla cornea e
all’umor acqueo è il collirio, grazie alla sua semplicità di preparazione, sterilizzazione, somministra-
zione, e alla buona compliance che incontra nei pazienti. La biodisponibilità dei farmaci contenuti
nei colliri, tuttavia, è molto bassa (inferiore al 5% della dose somministrata), a causa della velocità
del turnover del fluido lacrimale, dell’assorbimento del farmaco nella circolazione sistemica, della
presenza di una barriera fluido lacrimale-occhio. Farmaci destinati al segmento posteriore dell’occhio
(retina, vitreo, coroide) vengono veicolati tramite iniezioni intravitreali o impianti. La somministra-
zione di farmaci per iniezione intravitreale, pur garantendo un accesso diretto al vitreo e alla retina, è
un metodo molto invasivo, che può causare endoftalmiti, emorragie, distacco della retina. L’impian-
to di matrici nel segmento posteriore dell’occhio invece garantisce una concentrazione più uniforme
all’interno della massa di umor vitreo e permette di controllare il rilascio di principio attivo per un
tempo maggiore.
Riguardo alla formulazione di un collirio, è stata valutata la capacità di un derivato della vitamina
E (D-α-tocoferil polietilene glicole succinato, TPGS) di modificare il tempo di permanenza nell’area
precorneale di un principio attivo idrofilo quale l’antimicrobico lomefloxacina. Il principio attivo è
stato solubilizzato in tampone fosfato Sörensen diluito (il cui potere tamponante era stato verificato
in un precedente lavoro di tesi), con aggiunta di agenti chelanti, conservanti, isotonizzanti, e della
vitamina E-TPGS. Allo scopo di individuare la concentrazione ottimale di vitamina E-TPGS e la sua
possibile interazione con l’antibatterico aggiunto alla formulazione è stata innanzitutto determinata
la concentrazione micellare critica della vitamina E-TPGS in tampone, e misurata la tensione super-
ficiale di soluzioni contenenti benzalconio cloruro in presenza di concentrazioni variabili di vitamina
E. Sono state preparate due soluzioni allo 0.49% ed allo 0.3% p/p di lomefloxacina. È stata presa in
considerazione la concentrazione dello 0.49% di lomefloxacina equimolare allo 0.5% p/p di levofloxa-
cina saggiata in un precedente lavoro di tesi, per confrontare l’influenza della vitamina E-TPGS sulla
farmacocinetica oculare dei due chinolonici aventi un diverso grado di idrofilicità. La soluzione allo
0.3% p/p è invece stata preparata per confrontare la farmacocinetica oculare di lomefloxacina con un
prodotto presente in commercio (Okacinr). Per lo studio, tali preparazioni sono state somministrate
a conigli ed è stata determinata la quantità di lomefloxacina presente nel fluido lacrimale, prelevato a
tempi diversi dopo instillazione, mediante analisi con HPLC.
Il nostro approccio al drug delivery nel segmento posteriore dell’occhio ha previsto la caratteriz-
zazione di matrici polimeriche a base di idrossipropilcellulosa preparate con la tecnica dell’estrusione
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e destinate ad impianto intravitreale. Dopo preparazione, da parte del gruppo di ricerca di Tecnologia
farmaceutica del Dipartimento di scienze farmaceutiche dell’Università di Milano (Prof. A. Gazzani-
ga), le matrici sono state trasferite al nostro laboratorio, sono state dimensionate e valutate per quanto
riguarda la loro capacità di idratarsi (swelling) ed il loro tempo di dissoluzione in soluzione tampone
fosfato.
Inoltre, sono stati eseguiti degli studi per la messa a punto di un modello di umore vitreo artificiale
(phantom), a base di PVA reticolato, da poter essere impiegato in futuro per valutare il comportamento
di sistemi terapeutici intravitreali in un ambiente simile a quello biologico. Dopo aver selezionato
il PVA con peso molecolare più idoneo, e la corrispondente concentrazione di utilizzo, sono state
addizionate basse concentrazioni di altri polimeri, e gli idrogeli così ottenuti sono stati valutati con
una prima ispezione visiva. Gli idrogeli che meglio sembravano replicare le caratteristiche dell’umor
vitreo sono stati caratterizzati dal punto di vista reologico.
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Capitolo 4
Materiali
• Acido ialuronico, Chemofin S.r.l., Italia;
• Alcol polivinilico, PVA 4-88, Merck, Germania;
• Alcol polivinilico, PVA 8-88, Merck, Germania;
• Alcol polivinilico, PVA 26-88, Merck, Germania;
• Arabinogalattano, FiberAidr, Larex Inc., USA;
• Benzalconio cloruro, BAK, Carlo Erba, Italia;
• Copolimero di poliossietilene e poliossipropilene, Lutrolr F 127, Basf, USA;
• D-α tocoferil polietilenglicole 1000 succinato, vitamina E-TPGS, Eastman Chemical Company,
USA;
• D-(-)mannitolo, Sigma Aldrich, Germania;
• Etilendiamminotetraacetato di disodio, EDTA, Carlo Erba, Italia;
• Etilcellulosa (per la preparazione delle matrici);
• Gelatina di pesce, 200 Bloom, 8 mesh, Italgelatine, Italia;
• Glicerina bidistillata, Polichimica s.r.l., Italia;
• Idrossipropilmetilcellulosa, HPMC Methocelr K4M Premium USP/EP, Colorcon, Inghilterra;
• Idrossipropilcellulosa (per la preparazione delle matrici), HPC, Klucelr, Aqualon; HPC SSL,
Nisso;
• Lomefloxacina cloridrato, Huaren Chemical Co., Ltd., Cina;
• Polietilene ossido, PEO, Sentryr Polyox WSRN 60K, Union Carbide, Belgio;
• Olio di ricino poliossietilenato, Cremophorr RH 40, Basf, USA;
• Polivinilpirrolidone, PVP, Kollidonr 90 F, Basf, USA;
• Trisodio trimetafosfato, STMP, Sigma Aldrich, Germania;
• Tutte le altre sostanze chimiche e solventi utilizzati erano di grado chimico.
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4.1 Acido ialuronico
L’acido ialuronico (Figura 4.1) è un glicosamminoglicano costituito dal susseguirsi di unità di D-
N-acetilglucosamina e acido D-glucuronico legate con legami alternati β1→ 4 e β1→ 3. Si presenta
come polvere bianca facilmente solubile in acqua e insolubile in solventi organici. È caratterizzato
da una faccia idrofobica, formata dagli atomi di idrogeno in posizione assiale, e una faccia idrofilica
formata dai residui idrossilici e carbossilici in posizione assiale. Sintetizzato nell’organismo da pro-
teine di membrana chiamate acido ialuronico sintetasi, a pH fisiologico il residuo acido è ionizzato,
e conferisce alla molecola elevata polarità e solubilità in acqua. In soluzione le catene polimeriche
assumono una forma a spirale, e espandono il loro volume a causa della repulsione reciproca tra i
gruppi carbossilici, intrappolando così, all’interno della struttura, numerose molecole d’acqua. In so-
luzioni più concentrate le molecole di acido ialuronico formano un groviglio e danno origine a una
rete continua e porosa con un’elevata resistenza allo sforzo.
Figura 4.1: Struttura dell’acido ialuronico.
Componente fondamentale dei tessuti connettivi dell’uomo (è presente anche nelle capsule di alcuni
batteri), si trova prevalentemente nella matrice extracellulare, dove mantiene la caratteristica viscoe-
lastica dei tessuti viscoelastici liquidi quali il liquido sinoviale e il corpo vitreo, regola l’idratazio-
ne tissutale e il trasporto di acqua. A livello cutaneo trattiene acqua e protegge dai radicali liberi,
nella cartilagine costituisce un centro di aggregazione per le macromolecole di condroitin solfato,
nel sacco sinoviale agisce come lubrificante e assorbe gli urti; l’acido ialuronico possiede proprietà
antiinfiammatorie e gioca un ruolo importante nelle funzioni cellulari, come la proliferazione e la
differenziazione.
Quale componente dell’umor vitreo, l’acido ialuronico viene utilizzato come sostituto in caso di
vitrectomia, o per mantenere la forma della camera anteriore dell’occhio durante operazioni chirurgi-
che. È usato nelle lacrime artificiali come modificatore reologico e in modo specifico per pazienti che
soffrono di secchezza oculare, perchè aumenta la bagnabilità della cornea [Necas et al., 2008].
4.2 Alcol polivinilico
L’alcol polivinilico (PVA) (Figura 4.2) è un polimero ottenuto per idrolisi parziale del polivinil
acetato, si presenta come polvere granulare di colore bianco con punto di fusione compreso tra 180◦e
190◦C. Si definisce parzialmente idrolizzato il polimero in cui si trovano residui di vinil alcol e vinil
acetato, e il grado di idrolisi definisce la percentuale di alcol vinilico nel copolimero.
Trova molte applicazioni in ambito farmaceutico come addensante, agente di rivestimento e le-
gante, nella produzione di lenti a contatto e per forme farmaceutiche a rilascio modificato. Inoltre,
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Figura 4.2: Struttura dell’alcol polivinilico.
fin dagli anni ’90 il PVA è stato proposto come sostituto del corpo vitreo [Baino, 2010; Swindle and
Ravi, 2007] per le sue caratteristiche di trasparenza, inerzia chimica e biologica, rigidità.
In questo progetto di tesi sono stati utilizzati tre diversi tipi di PVA, tutti con grado di idrolisi
percentuale 87.7±1.0: 4-88, 8-88, 26-88 con peso molecolare medio rispettivamente di 31000, 67000,
305000.
4.3 Arabinogalattano
L’arabinogalattano, AG, è un polisaccaride naturale particolarmente abbondante nella corteccia
del Larice, costituito da un backbone di 3,6-galattano altamente ramificato, e catene laterali di ara-
binosio e galattosio. Si presenta come polvere liberamente scorrevole di colore bianco-giallastro, è
completamente solubile in acqua e da origine a soluzioni poco viscose. L’arabinogalattano, comples-
sato con acidi micolici e peptidoglicani, è uno dei componenti delle pareti cellulari di molti micobat-
teri, e in forma di glicoproteina si può trovare in alcune piante edibili quali semi di porro, carote, pera,
grano.
Somministrato per via orale viene fermentato vigorosamente dalla microflora gastrointestinale;
per via sistemica si lega ai recettori delle asialoglicoproteine che si trovano nel fegato, ed è pertanto
stato ipotizzato un suo utilizzo come veicolo di farmaci al fegato stesso. È un’ottima fonte di fibre
alimentari, e come tale è stato approvato dall’FDA, e aumenta la produzione di acidi grassi a catena
corta. Stimola la citotossicità delle cellule naturali killer, la cui attività è correlata a molte patologie
quali il cancro, la sindrome della fatica cronica, la sclerosi multipla e l’epatite virale, e inibisce la
metastasi di cellule tumorali nel fegato. Inoltre, i polisaccaridi di arabinogalattano a basso e medio
peso molecolare, hanno proprietà immunostimolatorie, come la capacità di attivare la fagocitosi e le
proteine del complemento [Gregory and Kelly, 1999].
In ambito oculare è stata dimostrata una sua interazione con le cellule dell’epitelio corneale, di
cui stimola la proliferazione e la ri-epitelizzazione in caso di abrasioni [Burgalassi et al., 2011]. È
stato preso in considerazione nell’ambito della presente tesi in quanto aggiunto in piccole quantità
alle miscele di altri materiali polimerici scelti per la messa a punto di un sostituto del vitreo potrebbe
conferire elasticità all’idrogel incrementando il suo modulo elastico rispetto a quello viscoso.
4.4 Benzalconio cloruro
Il benzalconio cloruro, BAK, è una miscela di cloruri di alchil-benzil-di-metil-ammonio, in cui il
gruppo alchile varia dall’ottile (C8H17–) all’ottadecile (C18H37–) (Figura 4.3). Grazie alla presenza
di una testa cationica e di un residuo idrofobico è un tensioattivo cationico, ma agisce anche come
conservante provocando la dissociazione del doppio strato delle membrane cellulari, con conseguente
fuoriuscita della matrice intracellulare. Il suo impiego in soluzioni oftalmiche è limitato a basse
concentrazioni, a causa della sua tossicità.
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Figura 4.3: Struttura del BAK.
4.5 Copolimero di poliossietilene e poliossipropilene
Copolimero di sintesi di etilene ossido e propilene ossido (Figura 4.4), a temperatura ambiente il
Lutrolr F 127 si presenta come solido ceroso, solubile in acqua e in solventi organici. Tensioattivo
non ionico, viene utilizzato come agente addensante e emulsionante in creme e emulsioni liquide, e
come solubilizzante per principi attivi ed oli essenziali.
Figura 4.4: Struttura del copolimero di poliossietilene e poliossipropilene.
4.6 Vitamina E-TPGS
D-α-tocoferil polietilene glicol 1000 succinato (Figura 4.5) è un derivato solubile in acqua della
vitamina E, prodotto dall’esterificazione della vitamina E succinato con polietilene glicole. A tem-
peratura ambiente si presenta come un solido ceroso inodore da bianco a giallo che fonde tra 37◦C e
41◦C. La vitamina E-TPGS è caratterizzata da una coda alchilica lipofilica e una testa polare idrofilica
che le conferisce un bilancio HLB di 13.2, ed una CMC in acqua di 0.02%, che la rende molecola
ideale per allestire sistemi di rilascio quali micelle, liposomi e nanoparticelle. La vitamina E-TPGS
può essere utilizzata come profarmaco quando legata a principi attivi, come solubilizzante formante
micelle, liposomi, nanoparticelle per uso orale e endovenoso [Zhang et al., 2012]. È stato ipotizzato
un suo utilizzo anche come promotore di permeazione per via cutanea [Sheu et al., 2002]. In cam-
po oculare, fatta eccezione per una nanoemulsione cationica [Lallemand et al., 2011], non sono stati
riportati dati sulla capacità della vitamina E di agire come solubilizzante di farmaci poco solubili o
come stabilizzante o promotore di permeazione di farmaci solubili in acqua o tampone.
4.7 EDTA
L’acido etilen-di-ammino-tetra-acetico, EDTA (Figura 4.6) è un acido tetracarbossilico ed il suo
sale bi-sodico è utilizzato come sequestrante di cationi metallici per la sua capacità di formare legami
di coordinazione, grazie ai doppietti elettronici liberi dell’azoto e ai carbossilati.
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Figura 4.5: Formula di struttura della vitamina E TPGS.
Figura 4.6: Formula di struttura dell’EDTA.
4.8 Gelatina
La gelatina è ottenuta dall’idrolisi del collagene, principale costituente di pelle e ossa. Si effettua
un’estrazione in soluzione acquosa a caldo dai tessuti connettivi, dopo idrolisi acida o alcalina. Nel-
la gelatina di pesce, rispetto ad altre gelatine animali, ci possono essere variazioni nella quantità di
imminoacidi quali prolina e idrossiprolina: con una diminuzione delle quantità di questi amminoa-
cidi, si formano meno legami a idrogeno tra le molecole in soluzione acquosa, e perciò si riduce la
temperatura di gelificazione.
4.9 Glicerolo
Nome IUPAC 1,2,3-propantriolo, il glicerolo è a temperatura ambiente un liquido viscoso traspa-
rente dolciastro, solubile in acqua. Può essere utilizzato come isotonizzante come il mannitolo.
4.10 Idrossipropilmetilcellulosa
L’idrossipropilmetilcellulosa (HPMC) è un estere misto di alchil e idroalchil derivati della cel-
lulosa e si presenta come polvere fibrosa o granulare, priva di odore o sapore, di colore bianco o
crema. È solubile in acqua fredda dove forma una soluzione colloidale viscosa, stabile nel range di
pH 3.0-11.0.
Trova impiego in tecnologia farmaceutica come agente viscosizzante, stabilizzante di emulsioni e
filmogeno nel rivestimento di compresse.
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4.11 Inserti di idrossipropilcellulosa
Gli inserti erano composti sia da idrossipropilcellulosa (HPC) che da una miscela 50:50 di idros-
sipropilcellulosa e etilcellulosa. L’idrossipropilcellulosa impiegata era di due tipi: Klucelr e Nisso.
Klucelr è un etere di cellulosa non ionico solubile in acqua, ottenuto facendo reagire la cellulosa con
ossido di propilene ad alte pressioni e temperature in ambiente basico. Vengono prodotti a diversi
gradi di purezza e per ogni grado di purezza esistono sei tipologie di polimero, di diverso peso mo-
lecolare, distinti sulla base del peso molecolare e della viscosità delle loro dispersioni acquose. Si
presenta come polvere bianca granulare solubile in acqua (pH di 5.0-7.5) a temperatura ambiente e
fino a 45◦C e in molti solventi organici. È un polimero con ottime caratteristiche termoplastiche, e
pertanto è possibile lavorarlo con tutte le tecniche di estrusione quali ad esempio injection-molding,
compression-molding e estrusione. Il Klucelr viene utilizzato in ambito farmaceutico come agente
filmogeno e di rivestimento.
In particolare sono stati utilizzati per la preparazione degli inserti i seguenti tipi di cui è stato
riportato il peso molecolare medio:
• Klucelr LF: PM 95000
• Klucelr GF: PM 370000
• Klucer MF: PM 850000
• Klucelr HF: PM 1150000
Klucelr tipo MF, LF e HF sono stati anche miscelati in rapporto 50:50 con etilcellulosa, derivato non
ionico alchilato della cellulosa, insolubile in acqua e solubile in solventi organici.
Nisso HPC SSL è una cellulosa ad alta comprimibilità, creata per l’utilizzo come legante a sec-
co. Caratterizzata da dimensione particellare molto ridotta e da basso peso molecolare, Nisso HPC
aggiunge al vantaggio di resistenza meccanica una maggiore velocità di dissoluzione, comparata con
altri eccipienti e con l’HPC normale. Ha peso molecolare medio 40000.
Viene utilizzata come legante nella granulazione a umido (in soluzione acquosa all’8%) o come
legante a secco nella compressione diretta di polveri, come eccipiente extra-granulare (in soluzione
acquosa 0-5%).
4.12 Lomefloxacina cloridrato
La lomefloxacina (Figura 4.7) (C17H19F2N3O3 · HCl) è un agente antibatterico difluorochinolo-
nico di seconda generazione, con un ampio spettro d’azione che comprende Gram-positivi e -negativi
e batteri anaerobi. Si presenta come polvere bianca ed ha PM= 387.81.
La sua attività si traduce in un’inibizione dell’enzima DNA girasi batterico e della topoisomerasi
IV e il legame con l’enzima avviene grazie al nucleo 3-carbossi-4-piridone. La presenza di un nu-
cleo eterociclico in C-7 conferisce un aumento dello spettro d’azione rispetto ai chinoloni di prima
generazione, e la presenza di un sostituente alchilico sull’anello piperidinico diminuisce il binding al
recettore del GABA e quindi gli effetti collaterali a carico del SNC. L’alogeno in C-8 sembra invece
la causa dell’effetto fotosensibilizzante della lomefloxacina. Come tutti i chinoloni, la lomefloxacina
possiede la capacità di formare composti di coordinazione stabili con ioni metallici polivalenti (Ca2+,
Mg2+, Zn2+, Fe2+, Al2+), che portano a riduzione della solubilità e dell’assorbimento del farmaco.
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Figura 4.7: Formula di struttura della lomefloxacina cloridrato.
4.13 D-(-)mannitolo
Il mannitolo (C6H14O6) (Figura 4.8) è uno zucchero a 6 atomi di carbonio che si ottiene per
riduzione del mannosio. A temperatura ambiente si presenta come polvere bianca inodore. Possiede
forti proprietà osmotiche e viene pertanto utilizzato come agente diuretico e come isotonizzante in
formulazioni oftalmiche.
Figura 4.8: Formula di struttura del mannitolo.
4.14 Polietilene ossido
Polimero ottenuto dalla polimerizzazione dell’ossido di etilene (Figura 4.9). Il PEO N 60 K è ad
alto peso molecolare (PM= 2000000) e si presenta come polvere bianca solubile in acqua e in alcuni
solventi organici. Viene utilizzato in ambito farmaceutico come emulsionante, viscosizzante, legante
e plasticizzante.
Figura 4.9: Formula di struttura del polietilene ossido.
4.15 Cremophor RH 40
Cremophorr RH 40 è un solubilizzante e emulsionante non ionico, ottenuto facendo reagire una
mole di olio di ricino idrogenato con 40 moli di etilene ossido. A temperatura ambiente è una pa-
sta bianca o giallastra, con HLB compreso tra 14 e 16. Forma soluzioni limpide a 20◦C in acqua,
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etanolo e altri solventi organici, e le soluzioni intorbidiscono all’aumentare della temperatura. È sta-
bile in soluzioni idroalcoliche e acquose, tuttavia l’aggiunta di acidi o basi forti potrebbe provocare
saponificazione delle sue porzioni esteree.
4.16 Polivinilpirrolidone
Il Kollidonr 90 F è un polimero idrofilo derivato dalla polimerizzazione radicalica dell’N-vinil
pirrolidone. Grazie alla solubilità in molti solventi organici, al suo potere legante e alla sua capacità di
formare complessi, il polivinilpirrolidone è un prodotto di grande rilievo nell’industria farmaceutica.
Si presenta a temperatura ambiente come polvere bianca liberamente scorrevole, di peso molecolare
compreso tra 1000000 e 1500000, e le sue soluzioni acquose sono limpide ma assumono un colorito
giallognolo se lasciate a riposo per lungo tempo, e in particolare se vengono riscaldate. La colorazione
può essere evitata aggiungendo un agente riducente come la cisteina. Forma complessi stabili con
molte sostanze attive, e pertanto può essere utilizzato per migliorare la solubilità di alcuni farmaci.
In presenza di basi forti come NaOH o Li2CO3 può reticolare e diventare insolubile, soprattutto ad
alte temperature. Può essere utilizzato come legante, agente filmogeno, solubilizzante, stabilizzante
di sospensioni, agente adesivo e per mascherare cattivi sapori in soluzioni orali.
4.17 Trisodio trimetafosfato
Sale sodico dell’acido trimetafosforico, il trisodio trimetafosfato (Na3P3O9)(Figura 4.10), STMP,
si presenta come polvere bianca solubile in acqua e insolubile in alcol, e ha PM= 305.885 g/mol. È
ampiamente utilizzato come agente reticolante.
Figura 4.10: Formula di struttura del trisodio trimetafosfato.
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Capitolo 5
Metodi
5.1 I tensioattivi: formazione di micelle e concentrazione micellare cri-
tica
Le molecole anfifiliche formano spontaneamente, superata una soglia di concentrazione chiamata
concentrazione micellare critica (CMC), aggregati chiamati micelle. Al di sotto della CMC, le mole-
cole di tensioattivo si dispongono all’interfaccia liquido-aria in modo indipendente l’una dall’altra e
dipendente dall’aumentare della concentrazione. Raggiunta o superata la CMC, ovvero la concentra-
zione alla quale sia la massa sia la superficie del liquido sono sature di tensioattivo, ulteriori aggiunte
di tensioattivo porteranno alla formazione delle micelle. La formazione delle micelle è un fenomeno
prettamente esotermico: quando i tensioattivi vengono disciolti in acqua i gruppi idrofobici rompono
la struttura dei legami a idrogeno in essa contenuta, e aumentano quindi l’energia libera del sistema.
Per minimizzare questo effetto le molecole di tensioattivo si dispongono all’interfaccia tra il liquido e
l’aria, così da dirigere i residui idrofobici lontani dall’acqua. Inoltre, l’aumento di energia libera del
sistema è contrastato dall’aggregazione dei tensioattivi in micelle. Esistono due forze che si oppon-
gono alla formazione delle micelle: la riduzione di libertà delle molecole che vengono inserite nella
struttura, e la repulsione elettrostatica tra residui ionici con cariche opposte [Patist et al., 2002].
Gli effetti dell’incorporazione di farmaci in sistemi micellari possono essere molteplici, fino ad
ottenere un aumento od una diminuzione della loro efficacia. In particolare, i tensioattivi non ionici
sembrano avere un effetto meno pronunciato sulle caratteristiche del farmaco, rispetto ai tensioattivi
ionici, a causa della maggiore stabilità delle micelle da loro formate [Jim, 2008]. Per selezionare
la formulazione migliore per la messa a punto del collirio a base di lomefloxacina, è stata valutata
l’interazione della vitamina E-TPGS con 1) il cloruro di benzalconio (BAK), 2) il Lutrolr F 127 e 3)
il Cremophorr RH 40, misurando sia la tensione superficiale che l’angolo di contatto di soluzioni da
essi formate.
5.1.1 Misure di tensione superficiale
Lo strumento utilizzato è stato il tensiometro digitale di Du Nouy (KRÜSS, K9, Amburgo; Fi-
gura 5.1): un anello di platino sospeso orizzontalmente viene messo in contatto con la superficie del
liquido e poi sollevato fino al distacco totale. Lo strumento misura il lavoro necessario, cioè la forza
massima richiesta, per portare le molecole alla superficie contro la forza all’interfaccia liquido-aria
diretta verso l’interno della massa di liquido, e il lavoro è direttamente proporzionale alla tensione
superficiale.
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La reale tensione superficiale è stata calcolata moltiplicando il valore della tensione superficiale
misurata per un fattore di correzione F indicato nella tabella di Harkins e Jordan (Figura 5.2), con-
siderando pari a 1 la differenza di densità tra le fasi aria-soluzione acquosa. Sono state effettuate 5
misure per ogni soluzione, a temperatura ambiente (25◦C).
Figura 5.1: Tensiometro digitale K9.
Figura 5.2: Tabella di Harkins e Jordan.
5.1.2 Determinazione della CMC
È stata determinata la concentrazione micellare critica della vitamina E-TPGS, del Lutrolr F 127
e del Cremophorr RH 40 in tampone Sörensen fosfato 66.7 mM, a pH 6.60 (PBS).
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La Soluzione A è stata preparata fondendo a b.m. (punto di fusione 38-41◦C) la quantità op-
portuna di vitamina E-TPGS per ottenere una soluzione madre all’1%, e successivamente è stato
addizionato lentamente PBS, precedentemente riscaldato a 60◦, sotto agitazione. La soluzione è stata
mantenuta sotto agitazione per circa un’ora a temperatura ambiente per permettere la completa dis-
soluzione del tensioattivo. La soluzione A è stata poi diluita con PBS, per ottenere campioni la cui
concentrazione variava nell’intervallo tra lo 0,5% e lo 0,01%.
La Soluzione B è stata preparata sciogliendo in PBS la quantità opportunamente pesata di Lutrolr
F 127 necessaria per ottenere una soluzione madre al 5%, mantenendo in agitazione con agitatore
magnetico a temperatura ambiente per 12 ore. La soluzione B è stata poi diluita con PBS fino a
ottenere soluzioni a concentrazione compresa tra 4.0% e 0,1%.
È stata preparata una soluzione madre di Cremophorr RH 40 al 2% in tampone (Soluzione C), e
sue aliquote sono state diluite per ottenere soluzioni a concentrazione compresa tra lo 0,1% e l’1,5%.
Per verificare l’eventuale interazione dei tensioattivi allo studio con la vitamina E-TPGS, sono
state preparate delle soluzioni contenenti miscele dei tensioattivi, ciascuno alla propria concentrazione
micellare critica. Inoltre, è stata valutata l’interazione della vitamina E-TPGS con BAK, scelto come
conservante della formulazione alla concentrazione d’uso (0.01%), corrispondente al suo valore di
CMC.
In presenza di BAK, l’aggiunta di vitamina E-TPGS provoca una minima variazione della ten-
sione superficiale della soluzione rispetto al valore della tensione superficiale in presenza della sola
vitamina. È stata ipotizzata quindi una possibile interazione tra i due tensioattivi, non ionico e anio-
nico, ed è pertanto stata misurata la tensione superficiale di soluzioni a concentrazione decrescente di
vitamina E-TPGS, mantenendo costante a 0,01% la concentrazione di BAK (Tabella 5.1).
Vitamina E TPGS % (p/v)
Benzalconio cloruro 0,01% (p/v)
0.5000
0.2000
0.1000
0.0500
0.0200
0.0100
0.0050
0.0030
0.0010
0.0005
Tabella 5.1: Composizione delle soluzioni a concentrazione variabile di vitamina E-TPGS.
Di tutte le soluzioni ottenute è stata misurata la tensione superficiale e calcolato il valore di CMC.
5.1.3 Misure di angolo di contatto
L’angolo di contatto è definito dal piano di contatto della superficie solida e dalla tangente al-
l’interfaccia liquido/aria nel punto di contatto con la superficie solida [Colombo et al., 2004]. È
espressione della bagnabilità di un solido e correlato pertanto alla tensione superficiale del liquido
bagnante: al diminuire della tensione superficiale, diminuisce l’angolo di contatto.
Le misure di angolo di contatto statico sono state effettuate per le soluzioni di tensioattivi da soli
o in miscela, al valore di CMC, su cui è stata misurata la tensione superficiale, utilizzando il siste-
ma OCA20 (Dataphysics, Filderstadt), ed i risultati analizzati tramite software SCA22 (Dataphysics,
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Filderstadt; Figura 5.3). L’apparecchiatura era costituita da un supporto regolabile porta campione
sul quale, grazie a un dispositivo erogatore di liquido, veniva depositata una goccia del liquido da
analizzare. La velocità di erogazione e il volume erogato erano controllati dal software. Allineate con
il campione da analizzare si trovavano una telecamera e una sorgente luminosa, che permettevano di
registrare immagini video e fotografie del sistema goccia/superficie solida.
Dopo un determinato periodo, quando l’equilibrio tra le forze coesive interne al liquido e le forze
adesive che favoriscono lo spandimento sulla superficie solida era stato raggiunto, il valore di angolo
di contatto veniva calcolato tramite l’apposito software.
Figura 5.3: Sistema OCA20 per la determinazione dell’angolo di contatto.
5.2 Messa a punto delle formulazioni a base di lomefloxacina
È stato dimostrato in una precedente tesi sperimentale [Palagini, 2011] che il derivato della vi-
tamina E, associato ad un principio attivo quale la levofloxacina, non comportava un aumento di
biodisponibilità rispetto al profilo del prodotto commerciale Oftaquixr. Sulla base dei valori di coef-
ficiente di ripartizione (P) è stato selezionato, tra diversi chinoloni, l’antimicrobico lomefloxacina
per poter verificare il profilo farmacocinetico di un farmaco più idrofilo in presenza della vitami-
na E-TPGS (Tabella 5.2). Il coefficiente di ripartizione è definito come il rapporto all’equilibrio tra
la concentrazione del farmaco in una fase costituita da n-ottanolo e in una fase costituita da acqua.
Frequentemente ci si riferisce al LogP, il logaritmo del coefficiente di ripartizione.
Fluorochinoloni Valori di LogP a 20◦C
Levofloxacina 1.49
Ciprofloxacina 1.03
Ofloxacina -0.20
Lomefloxacina -0.30
Norfloxacina -1.03
Tabella 5.2: Valori di LogP di diversi fluorochinoloni messi a confronto.
La messa a punto delle formulazioni sperimentali allo 0.3 e 0.49% di lomefloxacina ha comportato
una serie di prove volte a definire la quantità di tampone fosfato Sörensen da aggiungere al fine di
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avere una buona capacità tamponante a valori di pH fisiologici, e la quantità di mannitolo e/o glicerolo,
scelti come isotonizzanti.
La quantità di lomefloxacina cloridrato necessaria per ottenere una soluzione equimolare a 0.5%
p/p di levofloxacina è stata sciolta nelle seguenti soluzioni:
• acqua milliQ;
• tampone Sörensen fosfato a pH 6.60 (66.7 mM);
• tampone Sörensen fosfato a pH 6.60 (6.67 mM);
• tampone Sörensen fosfato a pH 6.60 (3.33 mM);
• tampone Sörensen fosfato a pH 5.9 (66.7 mM);
• tampone Sörensen fosfato a pH 5.9 (3.33 mM).
Ad alcune delle soluzioni sono stati aggiunti come isotonizzanti il mannitolo a concentrazioni di 4.7
e in percentuale di 4.9% e il glicerolo a concentrazione di 2.27%. Le stesse operazioni sono state
effettuate per la quantità di lomefloxacina cloridrato necessaria ad ottenere una soluzione allo 0.3%
p/p di lomefloxacina, come si ritrova nel prodotto medicinale Okacinr. Su tutte le soluzioni preparate
è stata misurata l’osmolarità sulla base della misura dell’abbassamento crioscopico mediante osmo-
metro Roebling ed il valore di pH (pH-metro digitale, Orion Research). I risultati delle misure sono
stati collezionati nelle Tabelle 7.3 e 7.4.
Le formulazioni che sono risultate ottimali per lo scopo sono state poi arricchite di conservante
e chelante. Tutte le soluzioni sono state confezionate in flaconi di vetro e mantenute una notte a
temperatura ambiente (25◦C), e 30 giorni a 4◦C, per valutare eventuale formazione di precipitati.
5.2.1 Metodica analitica: determinazione della lomefloxacina
La determinazione quantitativa della lomefloxacina è stata effettuata mediante cromatografia li-
quida ad alta pressione (HPLC). L’apparecchiatura era costituita da una pompa con rivelatore UV-VIS.
La valvola di iniezione era una Rheodyne con capacità pari a 20 μl. La colonna, a fase inversa, era
una LiChroCartr Purospher 125x4 mm, impaccata 5 μm (Merck, Germania).
La fase mobile, pompata alla velocità di 0.8 ml/min, era costituita da una miscela di acqua MilliQ
e acetonitrile (85:15), con aggiunta alla fase acquosa di 0.3% (v/v) di trietilammina e il pH aggiustato
a 3.3 con acido fosforico 85%. La lunghezza d’onda utilizzata per la determinazione quantitativa della
lomefloxacina era 287 nm ed il tempo di ritenzione 8.1 min [Amran et al., 2011].
La concentrazione della lomefloxacina è stata determinata per confronto con una retta di taratura
esterna, ottenuta dissolvendo quantità note di farmaco (0.00375 g–0.00468 g) nella fase mobile, e
successivamente diluendo aliquote di queste con acqua MilliQ. L’intervallo di concentrazione era
compreso tra 2.512 μg/ml e 0.0381 μg/ml e il coefficiente di correlazione R2=0.9988.
5.3 Prove biologiche
Le prove biologiche sono state eseguite su 5 conigli albini New Zealand del peso di circa 4.5
kg, mantenuti in condizioni di stabulazione standard senza restrizioni di cibo e di acqua seguen-
do il protocollo approvato dal Comitato Etico dell’Università di Pisa e sotto la supervisione di un
veterinario.
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5.3.1 Valutazione della farmacocinetica precorneale della lomefloxacina nel fluido la-
crimale
Le soluzioni somministrate sono state:
• Formulazione A
• Formulazione B
• Okacinr (3 mg/ml)
Sono stati utilizzati due gruppi di conigli ed a ciascun animale sono stati instillati nel sacco congiunti-
vale inferiore dell’occhio destro 50 μl delle formulazioni allo studio (Formulazione A e Formulazione
B) mentre nell’occhio sinistro veniva instillata la stessa quantità della soluzione di riferimento (Oka-
cinr). Dopo instillazione, ad opportuni intervalli di tempo (3, 5, 10, 20, 30 minuti), sono stati raccolti
campioni di fluido lacrimale (1.0 μl) dalla porzione marginale del sacco congiuntivale inferiore, me-
diante microcapillare (Microcaps, Drummond Scientific, NJ, USA), evitando il contatto con l’epitelio
corneale. Il micro capillare è stato poi lavato con 1.0 μl di acqua MilliQ. I campioni sono stati trasferiti
in microprovette tipo Eppendorf e mantenuti a -18◦C fino al momento dell’analisi.
Per l’analisi quantitativa, eseguita mediante HPLC, i campioni di fluido lacrimale sono stati trattati
aggiungendo a ciascuna aliquota raccolta 118 μl di acqua MilliQ. Tutti i campioni sono stati centrifu-
gati a 8.600 giri/min per 4 minuti (Thermo, Electron Corporation-IEC, Micro CL 17, centrifuge) e il
surnatante analizzato mediante HPLC.
5.4 Produzione di idrogeli come possibili sostituti dell’umor vitreo per
esperimenti in vitro
La possibilità di utilizzare idrogeli a base di polimeri di origine naturale quali ad esempio le
gomme naturali o l’acido ialuronico, o sintetici, quali l’idrossipropil metilcellulosa, come sostituti
dell’umor vitreo umano in caso di vitrectomia, o come mezzo per effettuare esperimenti in vitro, è
stata a lungo valutata, da numerosi autori [Swindle and Ravi, 2007; Baino, 2010; Kummer et al.,
2007]. L’elevato costo dell’acido ialuronico, la scarsa idrofilia del silicone, la ridotta trasparenza
delle dispersioni, ci hanno spinto a ricercare dei polimeri che accostassero alle caratteristiche di tra-
sparenza, viscosità, idrofilia, inerzia biologica, una semplicità di preparazione e un costo contenuto di
reperimento. Il polimero selezionato è stato l’alcol polivinilico di cui sono commercializzati prodotti
a diversi pesi molecolari. Questo ci ha permesso di operare una scelta del prodotto in funzione delle
caratteristiche reologiche delle dispersioni acquose ottenute, che per lo studio dovevano essere simili
a quelle dell’umor vitreo umano.
La dispersione è stata inoltre arricchita con altri polimeri (acido ialuronico, arabinogalattano,
gelatina animale, polietilene ossido, polivinil pirrolidone, idrossipropilmetilcellulosa) come riportato
schematicamente nelle Tabelle 7.6, 7.7, 7.8, per mettere a punto un modello di umore vitreo artificiale
(phantom) che meglio mimava la natura complessa del vitreo umano.
Tutte le miscele sono state preparate a partire da una dispersione concentrata di polimero in acqua,
resa alcalina per aggiunta di NaOH (pH 12), che successivamente veniva diluita con acqua per ottenere
le concentrazioni desiderate.
La reazione di reticolazione è stata effettuata aggiungendo quantità note di una soluzione acquosa
all’1% di STMP, mantenendo le dispersioni sotto agitazione per due ore, a 70◦C e mantenendo il pH
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a 12 per aggiunta di NaOH 2N [Leone et al., 2010]. L’idrogel risultante è stato lasciato a tempera-
tura ambiente per 12 ore, per poi valutarne le caratteristiche tecnologiche in prima istanza mediante
valutazione visiva della trasparenza e consistenza, e successivamente mediante analisi reologica sui
campioni che sembravano rispettosi delle caratteristiche dell’umore vitreo (trasparenza e elasticità).
Una volta identificato l’idrogel che meglio si poteva adattare ai nostri scopi si è posto il problema
di neutralizzare la forte basicità che la sintesi di reticolazione produceva nell’idrogel. A tale scopo
sull’idrogel sono state saggiate diverse metodiche:
1. dialisi per 72 h seguita da liofilizzazione;
2. dialisi per 72 h seguita da essiccamento in stufa a 40◦C per 24h;
3. dialisi per 72 h seguita da essiccamento in stufa a 30◦C per 24h;
4. lavaggio con acqua per centrifugazione a 1500 giri/min per 5 min (tre cicli);
5. neutralizzazione per aggiunta di HCl 1N;
6. lavaggio con acqua per centrifugazione a 1500 giri/min per 5 min seguita da neutralizzazione
per aggiunta di HCl 1N.
In ogni caso la dialisi veniva effettuata utilizzando una membrana SpectraPor di MW-CO 3500 Da.
La centrifugazione veniva effettuata disponendo il polimero all’interno di provette tipo Falcon,
separato dall’acqua sottostante grazie a un prefiltro. Dopo aver eliminato l’acqua surnatante, veniva
misurata la viscosità del polimero. Ad alcuni campioni centrifugati è stata aggiunta la quantità di HCl
1N necessaria per neutralizzare la basicità (10.7 μl/g).
Di tutti i campioni è stata effettuata l’analisi reologica per avere una prima valutazione dell’even-
tuale cambiamento delle caratteristiche dell’idrogel dovuto al trattamento effettuato. Alcuni campioni
sono stati posti in capsula di Petri e lasciati a temperatura ambiente 72 ore prima di misurarne la
viscosità.
5.4.1 Analisi reologica degli idrogel
L’analisi reologica degli idrogeli preparati è risultata essenziale per caratterizzare il prodotto e per
verificare la coerenza dei modelli di umore vitreo artificiali preparati con le caratteristiche dell’umor
vitreo umano [Dalton et al., 1995; Nickerson et al., 2008].
La valutazione tecnologica è stata effettuata mediante viscosimetro rotativo (Rheostress RS 1,
Haake), utilizzando corpi di misura piastra/cono (P61 e C60/4◦) e cilindri coassiali (Z34 Din), mante-
nendo la temperatura costante a 37◦C. È stata misurata la viscosità come viscosità apparente, secondo
l’equazione di Ostwald de Waele (legge di potenza).
Sugli idrogeli che mostravano comportamento pseudoplastico è stato analizzato lo stress sweep
e successivamente il frequency sweep. Lo stress sweep (scansione di carico) è stato utilizzato per
determinare preliminarmente il regime di viscoelasticità lineare dei campioni in esame, in particolare
per stabilire l’intervallo di stress al quale i polimeri rispondevano variando G’ e G” in modo lineare.
Nel caso di un sostituto dell’umor vitreo, è essenziale che G’ (modulo di immagazzinaggio elastico,
storage modulus) sia maggiore di G” (modulo di dissipazione viscosa, loss modulus). Per eseguire
l’analisi degli idrogeli veniva fatto variare lo sforzo di taglio applicato al polimero (τ, mPa) mante-
nendo costante la frequenza (f) a 1 Hz. Successivamente sono state condotte misure in oscillazione di
tipo frequency sweep, per determinare il comportamento elastico o viscoso al variare della frequenza,
e ottenere gli spettri meccanici.
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5.5 Determinazione della capacità di rigonfiamento e della velocità di
dissoluzione di matrici di idrossipropilcellulosa
Le prove sulla capacità di rigonfiamento e della velocità di dissoluzione delle matrici di HPC
sono state effettuate in tampone Sörensen fosfato isotonico a pH 7.4 addizionato dello 0.002% di
blu di metilene (ripetendo la misura tre volte per ogni campione) ed utilizzando la 1) Metodica della
dissoluzione nel becher e la 2) Metodica di dissoluzione sul vetrino da orologio. La metodica di
dissoluzione 2) è stata scelta in previsione di ulteriori studi che prevedono di utilizzare un modello
di umore vitreo artificiale. Il modello di vitreo artificiale verrà preparato in piccole quantità che non
renderanno possibile l’uso della metodica con il becher.
La metodica 1) prevedeva l’introduzione di una matrice del peso 0.019–0.039 g a forma di pa-
rallelepipedo (10 mm lunghezza x 2.03 ± 0.32 mm larghezza x 1.515 ± 0.69 mm altezza) o del peso
di 0.02 g a forma circolare (4 mm di diametro) in 50.0 ml di soluzione tampone. A vari tempi dopo
introduzione nel becher gli inserti venivano osservati (analisi visiva) e fotografati mediante un siste-
ma di acquisizione di immagine (Dino-Lite microscopio digitale USB, Italeco). Durante l’idratazione
veniva osservata: la capacità della soluzione colorata di penetrare all’interno degli inserti (fronte del
solvente); la trasparenza della matrice ed il mantenimento della forma (paralellepipedo o circolare).
Veniva considerato quale end-point del test la perdita di forma e/o la presenza di una massa di gel
all’interno del becher o sul vetrino da orologio.
Le prove di idratazione secondo la Metodica 2) sono state effettuate posizionando l’inserto sia a
forma di paralellepipedo che circolare su un vetrino da orologio e bagnando l’inserto con 0.5 ml di
liquido di dissoluzione. Le prove di dissoluzione sul vetrino da orologio sono state effettuate solo per
le matrici che mostravano un profilo di dissoluzione ritenuto ottimale per il nostro obiettivo.
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Capitolo 6
Risultati e discussione
Le misure di tensione superficiale sono riportate, a titolo di esempio, in forma grafica nelle Figu-
re 7.1– 7.3 rispettivamente per Lutrolr F 127, Cremophorr RH 40 e vitamina E-TPGS. È evidente
la diminuzione significativa dei valori di tensione superficiale all’aumentare della concentrazione dei
tensioattivi. I valori di CMC (Tabella 7.1) sono risultati uguali al 3.0%, 1.0% e 0.5% per Lutrolr F
127, Cremophorr RH 40 e vitamina E-TPGS, rispettivamente. In tabella è riportato anche il valore
di CMC del cloruro di benzalconio, dato estrapolato da un lavoro precedente, che coincide con la
concentrazione d’uso come antibatterico. Quando la vitamina E-TPGS viene addizionata alle solu-
zioni dei vari tensioattivi, tutti alla CMC, non si osserva alcuna significativa variazione sui valori di
tensione superficiale per quanto riguarda il Lutrolr F 127 ed il Cremophorr RH 40, mentre viene
modificato il valore di tensione superficiale della soluzione di BAK (Figura 7.4). Infatti, è evidente
un brusco aumento della tensione superficiale del benzalconio rispetto al valore basale quando viene
posto in miscela con la vitamina E-TPGS: 52.28 ± 0.83 rispetto a 37.63 ± 0.20 del benzalconio allo
0.01% da solo.
Come prevedibile, questa tendenza è rispecchiata anche nei valori misurati di angolo di contatto
(Tabella 7.2), in cui, a fronte di una non sostanziale variazione per quanto riguarda i valori ottenuti
per Lutrolr F 127 e Cremophorr RH 40 da soli o in miscela con la vitamina E-TPGS, la miscela
della stessa vitamina con BAK mostrava valori di angolo di contatto molto più alti di quelli ottenuti
con il solo BAK in soluzione, 51.1 ± 0.92 contro 40.33 ± 0.68 gradi.
I dati evidenziano una possibile interazione tra il tensioattivo poliossietilenato, vitamina E-TPGS,
ed il tensioattivo cationico BAK. Questo comportamento è presumibilmente dovuto al fatto che quan-
do il BAK è addizionato a soluzioni micellari tende a ripartirsi nelle micelle dell’altro tensioattivo
per formare aggregati misti: co-micelle benzalconio-tensioattivo [Liu et al., 2009]. Ciò provoca la di-
minuzione della concentrazione libera di BAK nella fase acquosa e quindi l’osservato aumento della
tensione superficiale della soluzione fino ai valori tipici dati dall’altro tensioattivo. Questo fenomeno
sembra più evidente in presenza di tensioattivi non-ionici poliossietilenati [Jim, 2008]. Questo com-
portamento del BAK si riflette anche sulla sua attività antimicrobica: negli stessi studi è stato infatti
riportato che la sua efficacia diminuisce in co-presenza di tensioattivi ed è addirittura completamente
annullata quando la concentrazione del tensioattivo supera di un certo valore la CMC. In questo la-
voro di tesi non è stato però valutato sperimentalmente questo aspetto, il quale dovrà, se di interesse,
essere indagato in studi futuri.
Come può essere notato nelle Tabelle 7.3 e 7.4, lomefloxacina risultava insolubile nella soluzione
tampone 66.7 mM, sia a pH 6.60 che 5.9: le soluzioni poste in stabilità erano quindi costituite da
tamponi più diluiti. Nessuna delle soluzioni preparate, conservate una notte a temperatura ambiente
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(25◦C) e 30 giorni a 4◦C, ha mostrato la formazione di precipitati. Per la preparazione della for-
mulazione finale, da impiegare in vivo, è stato quindi utilizzato il tampone 6.67 mM a pH 6.60, che
garantiva una migliore capacità tamponante rispetto a quello 3.33 mM e manteneva il pH vicino a
5.50, come quello del prodotto commerciale Okacinr. Come agente isotonizzante è stato selezionato
il glicerolo, che ha un potere isotonizzante maggiore del mannitolo (una soluzione allo 0.9% di NaCl
è isoosmotica ad una soluzione al 2.6% di glicerolo e ad una al 5.07% di mannitolo), ed è già presente
nella formulazione di Okacinr. Nella formulazione sono stati addizionati anche benzalconio cloruro,
come antibatterico, ed EDTA, come agente chelante coadiuvante del conservante, come riportato in
Tabella 7.5.
Le prove biologiche su animali sperimentali sono state eseguite somministrando le formulazioni
A e B, rispettivamente a concentrazioni di 0.49 e 0.3% di lomefloxacina, ed il prodotto commercia-
le Okacinr, allo 0.3% di principio attivo. I risultati ottenuti dagli esperimenti di permanenza della
lomefloxacina nell’area precorneale degli animali sperimentali sono riportati in Grafico 7.5, come
concentrazione di lomefloxacina (μg/ml) nel fluido lacrimale in funzione del tempo (minuti). Il profi-
lo ottenuto per tutte le formulazioni somministrate mostrava un andamento tipico dell’allontanamento
dei farmaci dall’area precorneale, con un picco a tempi brevi dopo la somministrazione ed una caduta
della concentrazione di farmaco nei 10 minuti successivi. Le concentrazioni prodotte dalle singole
formulazioni non mostrano differenze significative ai vari tempi dopo la somministrazione, ma è pos-
sibile notare una tendenza a garantire concentrazioni di lomefloxacina maggiori, almeno nei tempi
immediatamente dopo la somministrazione (3 e 5 min), per la Formulazione A, sicuramente dovuta al
più alto titolo in principio attivo. La presenza di vitamina E-TPGS alla CMC nella formulazione non
sembra quindi influenzare il tempo di permanenza di lomefloxacina nel fluido lacrimale. La stessa
conclusione era stata evidenziata in studi precedenti con un altro farmaco chinolonico, la levofloxaci-
na, la quale non mostrava un profilo di permanenza nel fluido lacrimale di coniglio significativamente
diverso da quello ottenuto con il prodotto commerciale equivalente, nonostante la presenza nella for-
mulazione sperimentale della vitamina E-TPGS alla CMC. In Grafico 7.6 sono riportati per confronto
i profili di concentrazione dei due chinoloni nel fluido lacrimale di coniglio dopo somministrazione
delle formulazioni equimolari di farmaco e contenenti vitamina E-TPGS. Nonostante i due principi
attivi abbiano differente grado di idrofilia, la presenza di vitamina E-TPGS non sembra influenzare
la loro permanenza nel fluido lacrimale. In conclusione, i risultati ottenuti permettono di ipotizzare
che la Formulazione B sperimentale potrebbe essere definita equivalente al commerciale Okacinr per
quanto concerne il tempo di residenza nel fluido lacrimale, anche se non può essere escluso che il far-
maco possa penetrare attraverso la cornea in maniera più consistente rispetto al prodotto commerciale.
Tale ipotesi sarà oggetto di ulteriori studi.
Per quanto riguarda la preparazione di un composto da utilizzare come sostituto dell’umore vitreo
per esperimenti in vitro sono state allestite diverse formulazioni a base di PVA e la cui composizione
è riassunta nelle Tabelle 7.6–7.8. Ad una prima analisi visiva, gli idrogeli che meglio sembravano rap-
presentare l’umore vitreo erano la dispersione al 12% di PVA 26-88 con lo 0.1% di arabinogalattano e
quella con lo 0.1% di acido ialuronico. Dopo la sintesi vi è stata la necessità di purificare il prodotto,
soprattutto per quanto riguardava l’eccesso di NaOH mantenuto durante il processo. Come campione
per le prove di purificazione è stato impiegato l’idrogel PVA 26-88/arabinogalattano 0.1%. L’analisi
reologica del polimero ha messo in evidenza un comportamento pseudoplastico, la cui viscosità era
di 3.92 Pa s. In Grafico 7.7 sono riportati i profili reologici dell’idrogel appena sintetizzato e dopo i
vari processi di purificazione effettuati.
I tentativi che sono stati effettuati per ridurre la basicità residua dal metodo di preparazione non
hanno portato miglioramenti significativi. La dialisi provocava un aumento in peso del 100% del pro-
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dotto, a causa dell’assorbimento di acqua da parte del polimero, e non portava ad una diminuzione
significativa della basicità. Inoltre, l’analisi reologica del prodotto risultante mostrava un comporta-
mento da fluido newtoniano, con una viscosità di 0.0586 Pa s, non simulando quindi le caratteristiche
pseudoplastiche dell’umore vitreo e mostrando una forte caduta di viscosità dovuta alla diluizione.
È stato quindi tentato di essiccare il prodotto per poter reidratarlo con la quantità di acqua ottimale
ma l’essiccamento in stufa a 40◦C ha prodotto un film di polimero non reidratabile ed il proces-
so di liofilizzazione un prodotto bianco, rigido, non macinabile con molino a lame, anch’esso non
reidratabile.
La neutralizzazione effettuata con HCl 1N dava come risultato un idrogel molto meno viscoso
ed ancora con un comportamento newtoniano (1.636 Pa s), risultato che può essere attribuito alla
rottura dei legami crociati tra le catene di polimero. Anche la centrifugazione provocava una riduzione
della viscosità dell’idrogel, anche in questo caso per effetto dell’assorbimento di parte dell’acqua di
lavaggio da parte del polimero e quindi diluizione dell’idrogel. La caduta di viscosità non è modificata
dall’addizione di HCl 1N come neutralizzante, rispettivamente 0.99113 e 1.047 Pa s.
È stata quindi indagata la natura viscoelastica dell’idrogel basico, come risultato dal processo di
sintesi, e sono stati misurati lo stress sweep e il frequency sweep (Grafico 7.8). Come si può nota-
re, il valore di G’ è minore rispetto al valore di G”, qualsiasi sia lo sforzo di taglio applicato, nello
stress sweep (G’= 13,35 ± 0,07 Pa, G”= 83,3 ± 23,62 Pa (media±DS)), e a tutte le frequenze di
misura nel frequency sweep, indicando che l’idrogel prodotto ha un modulo di dissipazione viscosa
predominante rispetto a quello elastico. Il comportamento prevalentemente viscoso dell’idrogel PVA
26-88/arabinogalattano 0.1% lo rende non adatto alla simulazione dell’umore vitreo. È stato quindi
preso in considerazione l’idrogel PVA 26-88/acido ialuronico 0.1%. La misura dello stress sweep
dell’idrogel ha mostrato valori di G’ maggiori rispetto a quelli di G” (16900 ± 2545,58 Pa; 1606 ±
981,464 Pa) solo se la misurazione era effettuata dopo che l’idrogel era lasciato a riposare in cap-
sula per 72 ore a temperatura ambiente (Grafico 7.9 a), il comportamento elastico della dispersione
polimerica subisce però un cambiamento quando la frequenza di oscillazione supera 1.5 Hz, dive-
nendo minore rispetto alla componente di dissipazione viscosa (Grafico 7.9 b). È stato ipotizzato
che la comparsa dell’elasticità nell’idrogel fosse dovuta ad una maggiore concentrazione polimeri-
ca, conseguente all’evaporazione dell’acqua dall’idrogel durante il prolungato riposo. È stato quindi
preparato un idrogel contenente 12.5% di PVA 26-88 e 0.105% di acido ialuronico, concentrazioni
finali dopo l’evaporazione del solvente a t.a. L’idrogel così preparato ha invece nuovamente riportato
valori di modulo elastico inferiori rispetto al valore del modulo viscoso nella misura di stress sweep
(Grafico 7.10, a), ma mettendo in evidenza le prevalenti caratteristiche elastiche a frequenze di oscil-
lazione superiori a 20 Hz (Grafico 7.10, b). Alle nuove concentrazioni anche l’idrogel contenente
arabinogalattano mostrava caratteristiche elastiche a frequenze superiori a 20 Hz (Grafico 7.11).
Gli idrogeli preparati da PVA 26-88 potrebbero rappresentare un modello di umore vitreo per stu-
di in vitro, ma il processo di ottenimento, e soprattutto quello di neutralizzazione, richiedono ancora
lavoro per la loro definitiva messa a punto. Per questo motivo le prove di dissoluzione delle matrici
a base di HPC sono state effettuate in tampone Sörensen fosfato isotonico a pH 7.4 addizionato dello
0.002% di blu di metilene. I risultati ottenuti dalle prove di idratazione delle matrici a possibile uso
intravitreale sono riassunti in Tabella 7.9 e mostrati graficamente, per le sole matrici a bastoncelli,
in Tabella 7.10. Come può essere notato dai dati riportati in tabella, il tempo di dissoluzione delle
matrici a base di HPC aumenta in modo direttamente proporzionale all’aumentare del peso moleco-
lare del polimero impiegato. La geometria delle matrici sembra avere una significativa influenza sul
tempo di dissoluzione: a parità di composizione, le matrici in forma di bastoncello mostrano velocità
di dissoluzione maggiori rispetto a quelle in forma di dischetto. Quando i vari tipi di HPC vengono
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miscelati con EC, le matrici risultanti mostrano tempi di dissoluzione estremamente prolungati rispet-
to ai precedenti: dopo 450 minuti di immersione le matrici sono ancora integre; Klucel LF/EC mostra
una idratazione estremamente ridotta rispetto alle altre due matrici confrontate.
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Capitolo 7
Tabelle e Grafici
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